




















occur  in  the Balkans. Oral vaccination  is  an  effective method  for  reducing  the  incidence  of  the 
disease in wildlife, but it requires monitoring if bait density is adequate for the density of the wildlife 
reservoir.  We  developed  a  methodology  to  evaluate  the  effectiveness  of  aerial  vaccination 
campaigns conducted in Montenegro during autumn 2011 and spring 2012. The effectiveness of the 
vaccination  campaign  was  assessed  by  (i)  estimating  the  density  of  baits,  (ii)  estimating  the 
distribution of the red fox, (iii) identifying critical areas of insufficient bait density by combining 
both variables. Although the two vaccination campaigns resulted in 45% and 47% of the country’s 
total  area not  reaching  recommended density  of  20  baits/km2,  the  consecutive delivery  of both 
campaigns reduced these “gaps” to 6%. By combining bait and reservoir density data, we were able 








dogs,  that  contribute  up  to  99%  of  all  rabies  virus  transmissions  to  humans 





introduction of  rabies vaccination of domestic animals, while canine  rabies  remains a problem  in 



















distribution  approach  in  view  of  autonomously  continue  the  vaccination  programme  until  the 
ultimate elimination of rabies  in wild carnivores. Hence,  the breaking of  the disease  transmission 
chain from infected fox populations to domestic animals could be achieved as well as harmonization 
of  the national  legislative environment with  the European  requirements,  to  establish an  effective 
control program. The above‐mentioned programme is on‐going. 
In Montenegro,  86  rabies  cases were  recorded  between  2010  and  2019, with  the  last  cases 
reported during 2012 (as of 5 February 2020), 82.5% of which (71 of 86) reported in wildlife mainly in 
the  red  fox,  and  the  remaining  cases  in  domestic  animals  (source  WAHIS  website—
www.oie.int/wahid and Rabies bulletin Europe‐ https://www.who‐rabies‐bulletin.org/). 
A rabies elimination campaign should implement an evaluation of the success of the vaccination 
program. A  retrospective  analysis on  the  success of  an ORV program highlighted  that  the main 












guideline,  there  are  usually  no  accurate  data  on  reservoir  density  in  the  targeted  areas  and  no 
evaluation on how the density and distribution of the reservoir could impact the ORV program. 
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2. Study Area Overview 
The  study  area  corresponds  to  the Republic  of Montenegro. Montenegro  is  situated  in  the 
Western  Balkans  covering  an  area  of  almost  14,000  km2.  The  current  human  population  is 
approximately  620,000  inhabitants.  Montenegro  is  surrounded  by  Bosnia‐Herzegovina,  Serbia, 
Kosovo, Albania,  and Croatia. The high diversity of  geological  features,  landscape,  climate,  and 
location on the Balkan Peninsula, favor a high biological diversity. In fact, Montenegro is considered 
one of the most important hot spots of biodiversity in Europe. According to the Montenegrin Hunting 
Association  and  the  National  Park  Administration,  the  fox  population  was  estimated  at 













at a maximum of 500 m  (i.e., distance between  two  consecutive  lines and  from  country national 
borders),  whereas  the  distance  between  two  consecutive  baits  was  targeted  to  be  100  m.  The 





Fox  density  was  estimated  during  two  census  campaigns,  carried  out  nation‐wide  during 
summer  2011  (from  July  to October),  and  spring  2012  (from March  to April).  For  each period  a 
different monitoring method and a different network of transects were used, according to the distinct 







sample  all  habitat  types.  Specific  transect  locations  (i.e.,  the  starting  point  of  the  transect) were 
randomly placed  inside each  land cover category. The  final monitoring effort was of one  transect 
every  15,000  ha  of  territory.  The  transects  were  geo‐referenced  with  GPS  instruments  and  the 
operators (i.e., local hunters) monitored the same transect twice. Firstly, all the feces were counted 
and removed  (i.e.,  transect cleaning) and, after a month, the observers  took note of  the new  feces 
detected along the transect. Geographical coordinates of the feces location were recorded with a GPS 
device.  A  density  value  (i.e.,  number  of  animal/km2)  was  derived  with  data  from  the  second 
examination, using the formula provided below [14]. 
Transect fox density = (number of feces found/km2)/(defecation rate × days between repetitions)  (1) 
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Direct monitoring: during  spring monitoring, we applied a direct  census  technique, using a 







to  1  on  the  transect  line  and decreases with  increasing distance  from  it. The distribution  of  the 
observed animals and their distance from the transect are used to build a function that describes the 
probability of detecting an object at a given distance. Modelling the reduction of detectability with 
distance  from  the  transect allows estimating  the  total number of animals  in  the area  investigated, 
based on the number of observations. Spotlight counts were conducted by a team of two observers 
(i.e., one driving the vehicle and the other one counting the animals) in a vehicle driven at a speed of 
5–10  km/h.  Both  transects  and  foxes  observed  were  geo‐referenced  with  a  GPS.  Perpendicular 
distance  of  each  fox  from  the  road  was  measured  with  the  use  of  a  laser  telemeter  (Leica—
Rangemaster 900). 
Data collected were introduced in Distance 6.0® [17]. The Distance software allows estimation of 
the  population  density,  based  on  the  observation made  on  each  transect,  applying  the  protocol 
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A  risk map was  built  to  quantitatively  and  visually  evaluate  the  relationship  between  bait 
density and host density, to identify the presence of “critical areas”. Critical areas were defined in 
our study as zones with  the densities of distributed baits  lower  than  the estimated density of  the 
reservoir. In other words, we focused our attention on the squares where the number of baits was 
below a ratio of 1:1 with the estimated number of targeted animals. In dogs, if the safe threshold to 






The  total area  covered during  the aerial distribution,  excluding water and urban areas, was 
12,842 km2 (calculated on a 1 km2 grid). During the two vaccination campaigns, 274,219 baits were 
distributed during Autumn 2011 and 273,888 baits during Spring 2012, with a mean bait density of 
19.94  baits/km2  during  2011  and  20.04  baits/km2  during  2012.  Bait  density  differed  significantly 







The  table  report  the mean bait density with  95%  confidence  interval,  and  the percentage of  area 
covered, considering different bait density classes. 
Bait Density  Autumn 2011  Spring 2012  Combined 2011 and 2012 
Mean (IC 95%)  19.94 (19.78–20.10)  20.04 (19.89–20.18)  39.98 (39.74–40.21) 
Coverage (lower than 20 baits/km2)  47.3%  45.02%  6.03% 
Coverage (lower than 15 baits/km2)  20.3%  17.2%  4.8% 
Coverage (lower than 10 baits/km2)  10.4%  7.3%  3.9% 














Density  Indirect Census  Direct Census  Overall from Both Methods 
Minimum  0  0  0 
Maximum  14.30  11.20  14.30 
Mean  3.57  3.77  3.65 
Median  2.30  3.25  3.0 
SD  2.87  2.58  2.75 
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5. Discussion 
The  current  study  provides  an  evaluation  of  the  efficacy  of  aerial  bait  distribution  for  the 
prevention  and  control  of wildlife  rabies, describing  an  analytical  approach  that  can  be used  to 
evaluate in real time the efficacy and gaps of a vaccination campaign. The proposed analysis allowed 
not only to describe the gap in the vaccination campaigns but also to adapt the vaccination strategy, 
identifying  the  critical  areas  with  potential  vaccination  coverage  problems  and  consequently 
achieving successful elimination of the disease (no more rabies cases have been registered after 2012). 
Bait and reservoir density are just two factors that influence the success of a rabies control plan 
but  while  there  is  a  substantial  agreement  on  the  minimum  bait  density  value  that  influences 



















GIS has proved  to be an efficient  tool  in epidemiological  investigations and wildlife disease 
management.  Spatial  visualization  allows  to  rapidly  interpret  information,  with  consequent 
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on  fox  density  in  different  geographic  and  environmental  conditions.  The  use  of  two  census 







the  monitoring  activities  and  ensured  promising  results  for  the  long‐term  sustainability  of  the 
monitoring operations. 




















of real  time monitoring of vaccination coverage. These data are not easy  to obtain due  to several 
challenges  such  as  (i)  difficulties  of  obtaining  permission  in  allowing  fox  hunting  for  rabies 
surveillance  in protected areas and hunting outside of  the  stated hunting season;  (ii) unexpected 
environmental constrains (specifically during summer 2012, there were large scale forest fires and 
high temperatures); (iii) difficulties in relation to the disposal of animal by‐products (baits). 
Our  analysis  highlighted  some  critical  points  to  be  considered  in  planning  a  vaccination 










The  approach described  in  this manuscript  is useful  for  planning  and  iterating  vaccination 
























the  approach  described  here  is  highly  applicable  for  the  evaluation  of  any  future  vaccination 
campaigns, to improve the success of the future ORV in the region. 
Author  Contributions:  Data  curation,  P.T.,  C.P.,  J.H.,  S.Š.,  and  M.H.;  Formal  analysis,  P.T.  and  J.H.; 




























management  of  the  2009‐2010  emergency  oral  anti‐rabies  vaccination  of  foxes  in  north‐eastern  Italy. 
Geospat. Health 2011, 5, 217. 
























































Trop. Med. Infect. Dis. 2020, 5, 32  12  of  12 
 
34. NIRAS IC Consortium. EU‐IPA Project “Support for the Control and Eradication of Rabies and Classical Swine 
Fever  in  Montenegro—EuropeAid/128207/C/SER/ME”;  Final  Report;  NIRAS  IC  Consortium:  Podgorica, 
Montenegro, April 2013. 
35. Standing Group of Experts on Rabies in Europe under the GF‐TADs Umbrella. First Meeting (SGE RAB1) 
Brussels,  Belgium,  13  February  2019.  Available  online:  https://web.oie.int/RR‐
Europe/eng/Regprog/docs/docs/SGE%20RAB1/SGE_RAB1_report.pdf (accessed on 1 February 2020). 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
